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INTRODUCCION

El proveerse de los alimentos indispensables para subsistir ha si-
do una de las necesidades bdsicas del hombre desde su aparicidn en la
Tierra. En la actuali&ad, debido al crecimiento desmedido dé la pobla-
cidn mundial esto se ha transformado en un verdadero problema, en vista
de lo cual se ha incrementado la bisqueda de nuevas opciones para resol-

verlo.

El presente trabajo es una muestra de esa busqueda, y‘forma parte
de un extenso proyecto en donde se pretende aprovechar las caracteristi-

cas de la planta llamada Canavalia ensiformis L para ser utilizada como

alimento para animales de interés agropecuario (aves, ganado bovino y
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porcino)} principalmente, ya que esta planta se da en forma silvestre.

la Canavalia ensiformis Les originaria de léé Ihdi§5;0c¢;denﬁa1es,

sin embargo su cultivo se ha difundido'en'toqaizona brép;cé;,vteniendo

la clasificacidn siguiente (1):

FAMILIA: Leguminosa
Esta familia cuenta con més de 550 generos y unas 1,500
especies repartidas en todo el mundo.‘ Sefcaracterizan por poseer raices

provistas de nudosidades debidas a 1a simbiosis con bacterias del género

Rhizobium. Perteneceq:;Jestar ! ilia plantas de cultivo como frijol, ha-

ba, lenteja;,garbéhzb,-cﬁfphapo,fetc.'

SUBFAMILIA _Papilion&geae (Lotoideae,bFabaceae)

GENERO: Canavalia
ESPECIE: Ensiformis

Los nombres comunes con que se le conoce son: llaba de burro, Judfa

de puerco, jack bean, sword bean y en clzrtas regiones de México se le

nombra también como alverjén.

E S

La C.ensiformis es una leguminosa con un rehdimieﬁtolpr&ﬁefnico'del



31.15% (2) comparado con 26.10% del frijol (3). También muestra una gran
produccidn de semillas secas en contraste_cpn otras plantas utilizadas
como alimento, ya que por ejemplo en 1981 en_!uqatéh se obtuvieron 1,800

Kg/ha siendo la produccidén de maiz:y,fpijpifﬁe 14000 y 400 Kg/ha prespec-

En base éféétéézrabécﬁérfsticas la Canavalia ensiformis L es una

planta digné de é;ﬁarée en cuenta como alternativa para resolver el pro-
blema alimentario actual. Sin embargo presenta la limitante de contener
ciertos factores tdxicos, al igual que otras plantas leguminosaé, como
son inhibidores de tripsina, inhibidores de subtilisina, hemaglutinas y
la presencia de una gran cantidad de canavanina, aminodcido no proteini-
co, similar en estructura a la arginina, uno de los aminéﬁci&bé fuhdameg

tales en la formacién de las protefnas.

la canavanina es.el éﬁin05§idoTbréponderante en la semilla de C.en-
siformis, representande él‘90%;o‘méé;dé1 nitrégeno determinado en amino
dcidos libres y cerca del 5% del total de peso seco, sirviendo éste como

metabolito de reserva de nitrdgeno de la semilla (5).

la forma como la planta moviliza al nitrdgeno guardado en el grupo
guanidinoxi de la canavanina, aln no ha sido claramente elucidada, se
han propuesto, para realizar esta movilizacidén, una serie de reacciones

hidrolfticas en las cuales la accidn combinada de la arginasa y la urea
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sa catabolizan a 1; canavanina con la formacidn sécuencial de canalina y
urea, y amonio y dioxido de cérboné,bespectgvémehtq‘(6);"

En base a lo anterior el bneseﬁte'trébajo se realiid,ébn'ei_fih de:

a) Determinar las actividades enzimaticas de la’ arginasa y 1a ureasa en’

los siete primeros dfas deﬂgerminacidn de la planta, deberminandolas en

rafz, tallo, hoja y cotiledéﬁ.,

b} Cuantificar las pozas metabélicas de urea, amonio. aminoacidos tota-

les, nitritos, nitratos y proteinas totales.

Con el fin de obtener un modelo que nos permita explicar la qtili—

zacidn de la canavanina como aminodcido de reserva de la planta.’

El objetivo general del presente trabajo es el de inieiar la inves-

tigacidn bdsica tendiente a comprender la regulacién metabﬁlica dé los
andlogos téxicos de los aminoécidos, especxfiqamen@e de la L-canavanina,
presentes en Canavalia ené;?orm;; L %bilbs}éﬁétro>téjidos principales de
la planta (tallo, rafz, hoja y_c&éiléddﬁ)‘duranﬁe los primeros siete df-
as de su desarrolloi Inten;éndo'cdn‘eLio‘6Sténer mutanteﬁ-a partir del
cultivo de tejidos vegetéleé- en,lds.cuales se haya modificado la sinte-

3is de los productos téxicos y disminuir de esta manera la toxicidad de

Canavalia ensiformis L.



CAPITULO I
ANTECEDENTES

I.1. Generalidades. -

la canavanina fue detectada por‘primera vz en semillas de Canavalia

rea 2n higado de mamfferos. empleando taptggprocedimiéncos qufmicos como
enzimaticos. En el procedimiento enzimético ﬁﬁiiii Eon ala ureasé.de la

semilla de Canavalia ensiformis L. El ensayo con ureasa dio resultados sa

tisfactorios, sin embargo al intentar explicarse la fuente de la urea adi
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s:i:nzl obtenida descubrieron un nuevo aminodcido bdsico, al que nombra-

ron canavanina ya que fue descubierto en C.ensiformis. Posteriormente

rzziizaron tanto la separacidn del nuevo aminodcido de esta planta, co-

n> zotal de la canavanina como urea. Posteriormentela evidencia presen-
. . Sy LT S .

222 para mostrar que canavanina realmente.era-un nuevo aminodcido simi-

tir 2 iz arginina, fue la reaccidn modificada dé S8akaguchi, la cual se

_l2vi a2 cabo exclusivamente con la arginina (5).

los experimentos de Culland-Morris (1935), Damadaran-Narayanan

{1233} ¥ Cadden (1940) proporcionaron los primeros procedimientos para

sezzrar a la canavanina de sus diferentes fuentes biologicas. Tambien

ext _ctos de semillas los cuales son

.....

sezetidos a cromatograffas ye intercambio ionico (5 13).
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Fearon y Bell en 1955 describieron un método para detectar y esti-
mar canavanina en material bioldgico. El método se basa en la reaccién
del grupo guanidinoxi de la canavanina con pentaciano amonio ferratc
(PCAF) a pH 7 formando un complejo color magenta, sin embargb‘e§§a reac-
¢idn no sélo es positiva para el grupo guanidinoxi de la canév%ﬁina sino
que también es positiva para otros grupos como son el de135é£a§f;s§6rbi-
co vy el de la creatinina (15). Estudios realizados por Bqll;enﬁi§58 in-
trodujeron modificaciones en el método de Feahon-Béll; ai'éapléér la cro
matograffa de particidn y la ionofdresis en pﬁpelvpara sepa;ar a través
de esas técnicas los complejos coloridos formados al reaccionar el PCAF
con los compuestos que interfieren o inhiben la'deteccién de17§o@§lejo

canavanina - PCAF (16).

Las modificaciones realizadas por Bell hicieron posible él?anélisis
de un gran nimero de extractos de diferentes especies de pléntésﬁ,pudiéﬂ
dose asi determinar con relativa facilidad la ausencia o b%éSeﬁpié;de ca

navanina. Por muchos afios se considerd que la canavanina estaba<p ‘

embargo a través del empleo de estos métodos se probd suvprésenqia{en‘o-

tros géneros de la misma familia, pero no se pudo detectarHenw7

milias de plantas.

Birdsong et al., Turner-Harborne, Bell et al.,, a travéé‘de examinar

una gran cantidad de especies vegetales con el fin de detectar la presen
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cia de canavanina, eatablecieroh que se encontraba en 70 de log 240 gé-
neros examinados de la familia de las leguminosas. A partir de estos re
sultados mostraron que la canavanina no sélo estaba restringida a la fa
milia de las leguminosas sino que era exclusiva de una sola subfamilia:
La Papilionoideae. Estando distribuido el aminodcide no en todas las es

pecies ai en todos los géneros (16, 17, 18,.19),

Birdson et al., qnf}QGQ;sugiriérqd ﬁde-la restriccién de la canava
nina a esta subfaﬁilia.ténfa ﬁh significado taxondmico, apoyando esta
sugerencia en;évidéﬁdiaé cit&lééicas las cuales indican que las otras
subfamilias dé'ié familig de las Leguminosas, la Minosoideae y la Cae-
salpinioidea dive;éieron rélativamente poco eﬁ el curso de 1a.evoluc16n
del tronco base ahora repfentatado por la Papilionoidea. Ademds sugirig
ron que la auséncia de c;navanina en clertas especies y géneros dentro
&e la ‘Papilionoidea puedg ser causado poi una ligera modificacidn géne~
tica que did como resultado la.auéencia.de-alsuna de las enzimas reque-

ridas para la sintesis del aminodeido (17).
I.2. Funcidn de la Canavanina.

El enccn@?é laiposible importancia ecolégica de la canavaninaren

las plantas q&gﬂla;sintetizan ha sido de gran interds para la clasifi-

cacién taxondmica dé estas especies.
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En muchas plantas leguminosas la cantidad de canavanina almacenada
en su semilla puede representar del 5 al 10% del peso seco de la semilla

(20, 21, 22). En el caso de (anavalia ensiformis L este aminodcido repre

senta el 5% del peso seco total de la semilla (6).

Bell en 1958 sugirid que una de las funcidnes?dél aminoécido en es-

te tipo de semillas puede ser como compuesto de res de" nitrdgeno, es

ta sugerencia ia basd en la répida desaﬁéfidiéh”de la 1énéVanina en las
senillas de Medicago sativa durante la germinacion (23). Posteriormente,

se han realizado una amplla serie de t ‘iféhentes semillas de

leguminosas demostrando todos ellos‘qu 7hay na baja notable en la con-

centracidén de la misma (24,;25).

Rosenthal en 1970 reportd que durante los primeros cinco dfas de

crecimiento de la semilla de Canavalia ensiformis L cerca del 40% de la

canavenina almacenada en los cotiledones hidratados-es' consumida, propo
niendo que durante el perfodo de crecimiento mucha de la canavanina al-
macenada en los cotiledones es transportada a ias regiones en crecimien

to de la planta (6).

%n base a estos reportes los ual :‘han‘dembstrado*la'abundancia de

canavanina en muchas semillas de leguminosas; su répido consumo durante

el crecimiento de la planta a51 como su ntenid de nitrogeno Y

la zlevada relacidn. N/C que tiene la molecula de aminoéoido: se ha acep

tado la idea sugerlda por Bell en 1950 donde se*le considera ‘como un



- 13 -

matabollto de reserva de nitrdgeno de la semilla proporcionindole el ni-
srdgeno necasario durante la germinacidn antes de que se establesca la

asimilacidn del nitrdgeno. por la planta {19).

Estudios mds recientes han establecido que la canavanina es un po-
tente insecticida, lo cual ha sugerido a los investigadores una funcidn

alaloqufmica para la canavanina en la planta,

Rosenthal en’ 1977 propuso que la produccidn de canavaﬁiné b;@Qee a
la planta de una venﬁaja adaptativa, ya que la al;a‘¢qné§hﬁfé$iﬁﬁfdel
aminodcido representa una. formidable barrera dd{m£€§‘§ohibéipbsibles de~
pradadores, atribuyéndolg a'la éanavahgna‘la fdnéiSh’de metabélito de

defensa de la planta, es decir uné funcidn aléloQuimica (26).

1.3, Toxicidad de Canavalla'ensiformis

Los constituyéhtegn£6¥iéq;’&éﬂ§§£é b1an;a7§§ ppedeﬁ7feunir en dos
grandes grupos: , B o
1* andlogos de aminoécidbs'eﬁenciéiéégj;iendo‘este él grupo'méé rele-
vante T 3 ’ k

2) constituyentes del tipo ﬁrqtefnicoii

1.3.1. Andlogos de aminodcidos esenciales.

A este grupo pgbténebe'él»éminbécido 1lamado canavanina el‘cqal co~
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mo ya se menciond anteriormente es andlogo estructuralmente al aminodei-

do protefnico arginina.

n
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I1.3.1.1, Propiedades antimetabdlicas de la canavanina.

Existe una considerable cantidad de literatura enfocada a investigar
los efectos de canavanina en muchos grupos diferentes de organismos vivos.

La mayoria de estos trabajos se han realizado en animales y microorganis-

mos.

La capacidad de la canavanina para inhibir el crégim :
ha sido conocido por mds de 25 afios. Horowitz ny£B7éﬁijg
ron la toxicidad\de la canavanina en Neurospora,léh1el isﬁo-
y Snell demostraron su naturaleza bactericida reportando‘l :
que tiene arginina para contrarrestar' la inhibicidn del criecimiento‘ pro-
vocado por canavanina, presentando as{ una de las mejores evidencias de
la antagonla metabdlica entre estos dos aminoécidos. Tambien Volcani y
Snell mostraron que lJa inhibicidn provocada por canavanina es barci§lmeQ
te suprimida por §bnitina‘o citrulina ya que el organismo utiliza esos a
minodcidos para la fobmacién de arginina (27, 28). En 1949 Bonner repor-
té la toxicidad de canavanina en Avena coleoptila as{ como Wrigh y Srb
en 1950 la reportaron en embriones de mafz siendo suprimida la inhibi-
¢ién por citrulina, ornitina, deido glutdmico y 1isina (29, 30). Walker
en 1955 establecid en sus estudics realizados en algas'la propiedad an-
timetabdlica de canavanina para algunas de ellas, siendo complefamente

auprimida la inhibicidn por arginina, lisina o homoargin{/§ (31)
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Schwartz y Maas en 1960 publicaron la primera investigacidn de los
efectos de la canavanina en el crecimiento bacterial. Ellos reportaron
que la canavanina inhibfa el crecimiento de E.coli manteniendo el medio
libre de arginina, ya que canavanina compite con arginina en la forma-
cidén de proteinas provocando una baja sensible en el crecimiento bacte-
riano (32). Schachtele y Rogers en 1965 contribuyeron al reporte de e-
1los al demostrar que en E.coli crecida en arginina al ser expuesta a
la canavanina por un perfodo de 30 a Ho'm;nutds'la viabilidad decrecia
logar{tmicamente. Esta rdpida baja de viabilidad de la célula es lla-
mada "muerte por canavaninéﬂ y‘laévcexulas qhe la'presentan tienen una
marcada reduccidn en la prqduccidn‘del AﬁN as{ como en la formacidén de
protefnas. Ellos sugieren que>1é "muerte por canavanina" résﬁlta de  la
produccidn de protefnas que contienen canavanina (canavani;:béoterna)
las que bloquean tanto la iniciacién de la replicacidn‘deiﬁAbN‘éomo la

transcripeidn del genoma (33).

Experimentos adicionales realizados con células que presentan es-

te tipo de muerte indican}que : apaces de sintetizar protefnas pero

tienen una limitada transcripcion e’ular asf como existen muy pocas

méleculas de AR'
La sustitucid Vi ina en lugar del. aminoacido arginina en

la cadena polipeptfdi’ rovoca ‘una diferente interaccidn de ésta con

la protefna pudiendo éer modificada la extructura terciaria y cuater-
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naria as{ como las propiedades biloldgicas de la protefna. La razdn de
esta modificacidn es por la incorporacidn al péptido de un aminodcido
menos bdsico que el original, ya que el pH isoeléctrico de la canava-
nina es de 8.2 mientras que el de la arginina es de 10.8 (35). No se
tiene un perfecto conocimiento de los efectos que tiene la sustitu-
cidn de canavanina por arginina en las propiedades catalfblcas y regu-

latorias de la protefna, pero Attias et al han ‘demostrado que la incor

poracidn de canavanina en la 'dena polipeptfdica causa la acumulacidn

de las subunidades’ de la enzimafosfatasa alcalina debido a que no per

mite la dimerizacion de estas ubunidades, provocando con ello el blo-

queo de la actividaqrcatal ti ;de‘;ajpyotgfna (36).

Schachtele‘gg;gl‘eh;19fb;éﬁgiebeﬁ queiexisten sitios especializa-
dos en las protefnés de‘laiﬁémbbaha‘bacterialvque son esenciales para
la replicaci&n y la transcripcidn del genoma bacterial,bpudiehdo ser
impedida esta transeripeidn por la capacidad de las cahgvaﬁil protef-.
nas a ocupar esos sitios especf{ficos (37). En 1972 McMgbdn_Y Langs-
troth investigaron la interaccidn de canavanina con‘lé)§¥$tééis de ma-

cromoléculas en el alga Chlamydomona reinhardi, reporféﬂaoﬂla rdpida

inhibieidn causada por este aminodeido en la prodﬁééiénvdel;ARN‘ tam-

bién fue afectada la formacion de 1las probefnas y- del ADN pero en for
ma mds lenta. Esta inhibicion fue atribuida a la formacién de ‘canava-
nil protefnas las que inhiben el proceso de transcripcion de 1a celu-

la (38). la prgdugc}qn'de'canavanil protefnas también 1nfluye directi
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mente en el metabolismo del ADN. La sustitucidn de la canavanina en lu=-
gar de arginina en las histonas causa un decremento en ia basicidad de
la molécula de la histona afectando marcadamente su interaccidn con los
dcidos muclefcos y con el posible funcionamiento del genoma; las eviden
clas experimentales de la inhibicidn de la sintesis de histonas por ca~
navanina han sido obtenidas con cultivo de células de ratdn y hamster

(39, 40).

Una mds de las consecuencias causadas por la gran semejanza estruc
tural de la canavanina con la arginina es la alteracidn en el metabolis
mo de esta Ultima, ya que canavanina reprime las enzimas involucradas

en la sfntesis de la arginina.

Walker en 1956 separd una enzima del rifidn de cerdo que cataliza
la transferencia reversible del grupo amido de la arginina a ornitina
0 a glicina, siendo canavanina un sustrato activo de dicha enzima (41,

42). Kihara y Snell en 1957 separaron deVStreptécocus faecalis la enzi-

ma arginina desimidasa probablemente, ié cual cataliza la desimidacidn
hidrolftica de la canavanina produciéndé_ureido-homoserina y amonio
(43). En 1960 Maas mostré a través d;5éus estudios realizados en Esche-
2122}3.29&1 el empleo de canhavanina comé sustrato de las enzimas que ca
talizan las reacciones en las que normalmente se utiliza arginina (44).
Faanes y Rogers en 1968 reportaron la potencialidad que tiene este ami-

nodcido para reprimir en E.coli la enzima ornitina transcarbamilasa de-
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bido a que impide la acumulacion de las moleculas de ARNm. La represidn
de esta enzima requiere elevados niveles de canavanil ARNt lo que sugie-
re que la arginil-ARNt sintgtasgtparticipa en la generacidn de la repre-
sién sefialada. Mutantes‘de E.coli con deficiencia de arginjl-ARNt sinte-

tasa no fueron sujetos a represidn por canavanina (45, 46).

Tschiersch ha mostrado que la canavanina inhibe a la deshidrogenasa
alcoholica, a la p-glucosidasa, a la oxinitrilasa y a otras enzimas. Ro-
senthal ha confirmado esta observacidn en estudios realizados con la des
hidrogenasa del dcido ldctico. Canavanina puede inhibir enzimas en las
que sus sustratos tengan una pequefia relacidn estructural con la canava-

nina (47).

I1.3.1.2. Propiedades antimetabélicas;ﬂe la

fL;éanalina.

Las propiedades biolégicas~de’ca poéérinvestigadas,

una de esas investigaciones fue“realizada por Rosenthal y Dahlman en

1975 mostrando el potente poder insebticida que tiene canalina cuando
fue administrada en insectos adultos de Manduca sexta. Cuando las larvas
son sometidas a una dieta del 0.1% de canalina su crecimiento se ve al-
tamente atenuado, provocando que de ninguna de las larvas emerja un adul
to (48). En el mismo afio Rosenthal et al demostrarcn en Lemna minor la
propiedad que tiene canalina para reducir el crecimiento, reduciéndose

un 20% este crecimiento cuando se-agrega 10'6M canalina al medio y un
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100% cuando se incrementa la concentracidn a 107 M. En 1978 Kammer et al
reportaron a canalina como un potente agente neurofarmacoldgico en gorgo-
jos adultos, la aplicacidn al animal de inyecciones de 3 mg de canalina
por gramo de peso del gorgojo provoca una espontdnea y contfnua actividad
motora, disminuyendo el equilibrio y provocando finalmente una muerte pre
matura. Ellos sugirieron, como explicacidn de esta aébividad, la accidn

de la canalina sobré la transmisidn sindptica.en el sistema nervioso cen-

tral (49).

Una de las mds importantes caracteristicas que presenta la L-canali-
ha para ser considerada como una sustancia Fuertemente‘antimetabélica es
la habilidad que tiene para formar puentes con el fosfato de piridoxal,
ya que al reaccionar con éstg todas las enzimas que utilizan como cofac~
tor al fosfato de piridoxal se ven inactivadas. Hay grandes evidencias
que apoyan la hipétesié'de;que canalina reacciona con el dtomo de carbdn
aldehfdico del fosfato de'pikidqxal, formando un complejo unido covalen-

temente (una base de Schiff) cuyo pKa es de 3.0 (50).

[ ] - . -
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Las transaminasas glutamato-oxaloacetato y glutamato-piruvato son
inhibidas completamente por tratamiento con canalina 10mM. En los repor-
tes dados por Katunuma et al en 1965 se mostrd la inﬂibicidn provocada
al tratar la enzima ornitina-cethcida'transaminasa con canalina 5 MM
y 50 p¥ provocando un 86 y 109%‘de:1§hipicién respectivamente (51). En

1981 Rosenthal reportd la‘badaienviéfécﬁividad catalftica de la enzima

L-tirosina decanbdkilés qcidg‘enzima que utiliza fosfato de pi

ridoxal como‘cdfé e

1.3.2. Constituyéhtéé“pfdtefnicos de C.engiformis.

Estos constituyentes_pueden ser de dos tipos diferentes:

1) Del tipo de las lecﬁinaé, protefnas almacenadas en los cotilédones
de las leguminosas, que‘tienen la capacidad de unirse a carbohidratos
especificos, El signifiéadé func;opal de esta propiedad no es conocido,
sin embargo los diversos,résu;ﬁéqos reportados nos indican que las lec;
tfnas tienen afinidad por ié_supebficie celular de la especie Rhizobium
y pueden facilitar la unidn -simbidtiea de’los organismos fijadores de
nitrégeno con la rafz de la leguminosa. A este tipo de protefnas perte-
necen la Concanavalina A y la Conatoxina las cuales actiian a nivel de
membrana celular y del sistema nervioso respectivamente (52). Concana-
valina A es una lectina que interacciona espec{ficamente con los poli-
sacdridos y las giiéopbotefnas que poseen unidades de o -D-glucopirano-
sil en sus estructhrgé (53).

a
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2) Del tipo de inhibidores de las enzimas digestivas (54).

I.4. Metabolismo de la Canavanina.

La serie de réacciéneélseguidas para degradacidn y la biosfntesis

de canavanina atin no han sido bien aclaradas.

Se ha propuesto que el cic;o de reacciones por las que se sinteti-
za canavanina es similar a la'VIa‘ae produccidn de arginina en muchas
especies de plantas: el ciclo ornitina-urea (54). Fowdwn ha sugerido
que las vias metabélicas que culminan en la sintesis de ciertos amino-
dcidos no protefnicos puede reflejar una alteracidn en el genoma res-
ponsable de la formacidn de los aminodcidos cruciales (55). Ya que la
sintesis de arginina es a partir del ciclo ornitina-urea y debido a la
analogfa estructural de canavanina con arginina es posible pensar en la
modificacidn de los intermediarios de este ciclo para sintetizar cana-
vanina en- lugar de arginina, pudiendo ser la via metabdlica para la sin

tesis de canavanina el ci:zlo canalina-urea (54). Figura I.1

Rosenthal a partir de sus estudios realizados en la planta C.ensi=-
formis reporté la capacidad de las enzimas del ciclo ornitina-urea para
metabolizar secuencialmente los intermediarios del ciclo canalina-urea,
no probando con ello que este ciclo sea el camino principal utilizado

"{in vivo" para la produccién de canavanina (54).
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Todas las enzimas involucradas en el ciclo ornitina-urea han sido

aisladas de plantas superiores incluyendo Canavalia ensiformis, con ex-

cepcidn de la enzima arginino-dcido succinico sintetaza la cual se ccno

ce es el paso limitante en el ciclo ornitina-urea (56).

NH
0 0 1 2
" M ’ cC=0 " Aeido
- - - - - i
0-P-0-C-HH, N Aspdrtice + ATP.Mg °
0" ' ' S
0 R
Carbamil (|2H NH -.COOH
2 1l |
fosfato (lIH C-N{ - CH
: 2 | I
NH, - C - M, W Gy,
A .
0 COCH 0 cooH
1
CH
?HZ 0-Ureidohomoserina éua
cH i3
! (Citrulina) H<C~MN
" ? i NHZ C’)OOH 2
COCH
N Acido canavaninsucel-
Canalina ) . nico
(Ornitina) € = NH (Acido argininosuccini-
NH co)
0 ! '
- b - |
2 2 (,:H2 Acido fumdrico
CHZ
I .
/ Urea H-C- M
| 2
/ COCH
2 NH3 ‘
CO2 ;
Canavanina

(Arginina)

Figura I.1 .- Ciclo canalina-urea
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Estudios realizados por Rosenthal en 1970 en semillas de C.ensifor-
mis revelan que la movilizacién del nitrdgeno almacenado en canavanina
se produce por conversién de canavanina a canalina y urea, siendo este
el camino predominante para el catabolismo de canavanina (6)..Esta afir-
macidn ha sido confirmada por Whiteside et al en 1971 y por Tépfer ef al
en 1970 al demostrar que en Caragana spinosa canalina y urea son los prin

clpales productos del catabolismo de canavanina (56, 57).

Para realizar la hidrdlisis de canavanina a canalina y urea se ha
propuesto, de acuerdp 5 los estudios reaiizados por Damodaran y Narayanan
en 1940 asi como los de Rosenthai énf1970 el empleo de la enziﬁa ébgiha-
sa (L-arginina amidinohidrolasa, EC 3 5 3.1) la cual cataliza la’ hidrdll-
sis de L-arginina a L-ornitina y urea (6 58). Estudios mds rec1entes han
mostrado la habilidad que tiene la arginasa de C.ensifbrmié paha‘hidroli-
zar tanto a la arglnina como a la canavanina mostrando adamds una marca-
da superioridad en la actividad catalftica cuando se tiene como sustrato
a canavanina en comparacion a la arginasa de plantas que no contienen ca-

navanina (59).

Baile y Boulter han recopilado informacion de dist?i&héiéh‘dé la

semillas de leguminosas ricas en ureasa también contienen gran cantidad
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de canavanina (61). Estudios realizados por Granick en C.ensiformis y so-
ya empleando técnicas histoldgicas descubrieron que la ureasa esta presen

te en todas las partes de la planta (62, 63, 64).

En base a esta informacidén se ha sugerido qu :é‘:Canivélia énsifor-

mis L. a) igual que en otras plantas,superiores,

afmoViliZacién del ni-

trégeno almacenado en el grupo gua idinos

e anavahina'se realiza me-

diante la accidn hidrolftic' orhéhdo“éanalina-y urea, con la

produccidn posterior. de amonio 'b16x1d6 de’carbono per la accidn hidréli

tica de ureasa sobre. urea El amoni ~lib=rado representa una importante

fuente de nitrégeno reducido, si ndo asimilado e incorporado a la bios{n~

tesis de los aminodcidos” (6 56); Rosenthal ha propuesto que el aminoéci-
do proteinico que se forma es la asparagina, siendo este aminodcido el
que transporta el nitréseno al resto de la planta, ya que la asparagina
y la glutamina son los compuestos mds generalmente utilizados para trans-

portar el nitrdgeno en las plantas superiores (56).



CAA.’P- I'I‘ U Lé I
MATERIALES ‘Y ME T d,D 03 |
IL.1. Materialg
II 1.1, Matérial Bioldgico.

Se utilizaron semillas de Canavalia ensiformis L. aportadas por el

Certro de Investigaciones Cientificas de Yucatdn (CICY). Se crecieron
en agrolita en condiciones estériles y bajo régimenes de luz y tempera-

tura controlados.
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I71.1.2. Material de vidrio.

El material de vidric empleado. fue el eomdn‘dél labcratorio?bioquf-
mico. lavado con agua y detergente, enjuagado con agua desionizada'y se-

cado en estufa.
I1.1.3. Equipo.

Espectrofotdmetro PYE UNICAM SP6 "~ 550 OV/VIS

Polytrdn PCU-2

Centr{fuga Beckman JA - 21

Incubadora PRECISION Dual Program‘Illuhin;ted Incubator
Balanza analfticz Mettler ’

Balanza granataria Sartorius

Potencidmetro Beckman 3550

Bafio Marfa de Temperatura consgénté Colﬁré

Placas de calentamiento y aéihaéisnif

Agitador Vortex - Genié )

Campana de Flujo laminar VECO

II.1.4. Reactivos.

Los reactivos ampleados fueron grédd reactivo provenientes de: Tée~

"nica Quimica, J.T. Baker, Merck, Sigma v Llaitz S.A.
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II.2. Métodos.

Ir.2.1. Germinacién;de,ia plantakCanavalia ensiformis L.

Las sem;iléé deré;éﬁsiFormis:antesvdg se?isembradas fueron someti-
das al siguienﬁe proéésé de ésteriliéagiéh:’
a) Se lavaron con agua y deteréénte.pgﬁé?eliminar contaminacién por
hongos.
b) Se les colocd en etanol al 70% durante 3 minutosr‘
¢) Se desinfectaron con solucidn al 33% de hipécldr{é@Ede-Eédipfquran-

te 5 minutos.

d) Se enjuagaron con agua desionizada estéril d6$f§§§$f95§s. ;

Una vez sometidas a este proceso de esteriliééCiéﬁ?Séfprocedié a
sembrarlas en condiclones estériles en matraces'@ﬁébcéntehian agrolita
previamente esterilizadas. Tanto en el prbpeéo &é esterilizacidén ex-
cepto el paso "a" como la siembra se,realiéaron eﬁ la campana de flujo

laminar.

Finalmente ya sembrada cada semilla en an matraz fueron incuba-
das a 28°C en la obscuridad El perfodo de luz abarcaba 15 horas mien-

tras que el de obscuridad 9 horas.
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II.2.2. Separacién del material bioldgico.

Al termino del perfodo de incubacion estipulado para cada semilla
se procedid a extraer de los matraces 1as plantas obtenidas, lavando sus
rafces para 1iberarlas,de{La agrolita con agua deslonizada y prenséndo-
las posteriormente ehﬁbe anllas de papel. Se'éeparéron la raiz, el ta-
110, las hojas y los cotiledones de la planta. Posteriormente se conge-

16 cada tejido por separado a -10%¢.

II.2.3. Preparacién del extracto enziméﬁicq;’n,"'a

a) Se muele el tejido éongeladdv ‘”ffrépabaﬁfel“éxtracto,
en un mortero frio con unaf antidad qui lente al- 5%:del teJido de po

livinil pirrolldona (P V P )

b) Se agregan 2.5 ml de tampon de extraceidn por cada gramo de tejido
(solucién tampon KH POu 200 mM

¢) La mezcla se licua por 2 minuto litron a 3 de velocidad.

d) El licuado se filtrfba‘pra

v uranteb30 minutos a 2°en
el rotor JA-20 ’

f) Se separa el ‘ dnterminacion de la

actividad eh?imét e pozas‘metabolicas.

Nota: Para la prebaféﬁio "; vz;mético del cotileddn y de-




<30 -

bido a la gran cantidad de lipidos que hay presentes fue ngcesario des-
pués de centrifugar, tres extracciones con cldﬁoformo utilizando vold-
menes de éste iguales al volumen del sobrenadante separado. Después de
realizar las extracciones se desecha el cloroformo y se vuelQe a centri-
fugar el sobrenadante por otros 30 minutos a 18,000 rpm a 2°C en el ro-

tor JA-20 en la centr{fuga J2-21,

I1.2.4. Determinacién}déﬁ;a‘§c§iV1déd‘de la ureasa.

Esta determinacion se realizo por el método propuesto por Hogan
et al (65) modificado en el presente trabajo La actividad es medida
por la cuantificacion de la cantidad de amonio liberado a. traves del

método espectrofotométrico del indofenol (66).

Reactivos:

Mezela de reacciéhlmuéstha:‘l.7 ml de solucidn tampéanH 2P0y 100 mM

pH 7.5 + O, 2 mi d ;rea 200 mM4 + 0 1 ml del extracto de teJido

Mezcla de reaccicn blanco: 1, 9 ml de solucidn tampon hH Pon 100 mM

pH 7.5 + 0. 1Iml del extracto de tejido

Acido tricloroacetico al 30% (TCA) )

Solucidn NaOH/KH Pou . NaOH 2 M + KH POu 250 mM

Solucidn A: fenol 0 106 M + nitroprusiato ae sodio 0.17. mM

Solueidn B: hidroxido de sodio 0. 125 N+ hipoclorito de sodio 11 mM
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Procedimiento expeﬁimental:

La mezcla de reaccidn de la muestra excepto la urea, se incubd a
28°¢ por é minutos. la reaccién se inicld con la adieidn de la urea.
Esta hezcla se incubd por perfodos determinados (dependiendo éstos del
tipo de tejido) a 28°C. En cada determinacién se usé un blanco, el
cual contenfa el tampén'y‘elimismo volumen de extracto enzimitico. la
reaccidn se détqu adicioﬁando 0.3 ml de la solucién del dcido triclo-
roacético. Ya que para cuantificar el amonxo liberado por el método

del 1ndofenol es necesario tener un medio con pH neutro se agregan

0.32 ml de. la solucién NaOH/KH 0,

El méQOGOjdel ihdofgn

se' basaen ‘a[fdﬁmacién'del-complejo;de

indofenol a par erads en’la reaccidn utilizando como

catalizador}hitkpbruéiat

NH3 +0C1T 4+ 2@ - - > Q:@:N—@—o"
‘ N NaFe(ci)gho f

E1 indofenol ¢$’uﬁ;66ﬁpiejq que en su'fobmavqigbéiéda'eéydg color

azul.

En formhfpréctica ’IfméQOdb consiste: 1) agregér a la mezcla de

reaceién 5 ml d 1a solueién A, 2) aﬁédir‘s‘ml de la solueidn B, 3)

agitar y deJar[deéa 6b;i§r cpior por 30 minutos, 4) medir el incremen-
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to en la absorbancia a 575 nm respecto a cada blanco.

la velocidad de’la reaccidn se expresé como micromoles de amonio

formado por minutc

‘:‘cualﬁséfémpled la grdfica de calibracidn de
amonio cuya absorbanci f?é‘iineal para concentraciones de amonio entre

0.0 y 3.0 mM (Figura II.1).

Una unidad enzimdtica se definid como la cantidad de enzima que
cataliza la formacién de 1 micromol de amonio por minuto bajo las con-
diciones de ensayo. La actividad especffica se expresd como unidades

de enzima por miligramo de proteina.
I1.2.5, Determinacidén de la actividad de la arginasa.

La actividad de arginasa se determind seglin el método brqpuesto
por Roubelakis y Kliewer (67) para Vitis vinifera L, en el cualise
cuantifica la cantidad de L-ornitina presente en la mezcla delréaccién.
La ornitina fue cuantificada a través del método colorimétrico'de’Chi~

nard modificado por Rouﬁelakis-Kliewer (68).

Reactivos:
Mezcla de reaccidn: 1.3 ml de solucién tampdn Tris-HCl 100 mM pH. 9.5 +
1 ml de L-arginina~HCl 50 mM 3justada a pH 9.7'con:NaOH £0.1 nl . de

MnCl,.5 H,0 10 mM + 0.1 ml de extracto enzimitico.
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Acido Perclérico al 7% 2 ml

Acido Acético Glaecial 3ml

Solucidn de ninidrina: ninidrina er una concentracidn de 25 mg/ml en una
mezcla de deido acético glacial, deido fosférico concentrado y agua des-
tilada en una relacidn 3:1:1 (v/v/v) respectivamente.

)

Procedimiento expeﬁimehtal"

La reaccién se inicio con la adicion de la -arginina~HC1. la mez-

‘C-po un' eterminado tiempa por . cada te~

jido. Para cada détéhminaciSh se un blanco interno, el cual nonte-

nfa todos los reactivos ue For'a a mezcla de reaccxon de la muestra

excepto la L-arginina-Hc1 completando el volumen original de 2.5 ml con
nds solucidn tampdn Tris-HCJ. Lavﬂgagcion se detuvoimediante la adicidn

‘de 2 mi de dcido pereldrico,

La cuantificacidn de la L-chnitinﬁ:;ibérada,énﬂlé beac@iéﬁ se rea-

1126 de la siguiente manera: .~

a) La mezcla de reaccidn tanto.de ié; @éépﬁ§ c;§67dé1 blénéé'sé_céntrf-
fuga a 3,000 rpm por 16 minutqs.:; R |
b) Del sobrenadante se toma unaiéiigupga?dé‘0.2>¢i'y135 llevﬁ a i‘mlx
con agua desionizada. . _ ! ’ 7 -

¢) A esta mezcla se le agrega 3 ml.de écido acé;ic§ glacial y 1 ml de

solucién de ninidrina.
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d) Se mezcla y se hierve por 30 minutos para desaréollar color.

e) Se enfrfan los tubos por inmersidn en agua fria por un perfodo no
mayor de 10 minutos al abrigo de la luz.

f) Se leen en el espectrofotdémetre a 515 nm, midiende &l incremento de

la absorbancia respecto a cada control.

La velocidad de reaccidn se expresd en micromoles de L-ornitina
formada por minuto, empledndose para ello la curva sstdndar :de L-orni-

tina (Figura II.2).

Una dnidad'én;im5tica se definid como la cantidad de enzima que
cataliza la formacidn de. | micromol de L-ornitina por minuto bajo las
condiciones de ensayo. La actividad especifica se expresd como unida-

des de enzima por miligramo de proteina.

Teniendo como objetivo el establecer las condiciones adecuadas
para deéerminar lz actividad enzimdtica tanto de la ureasa como de la
arginasa empleando los métodos antes mencionados, se realizaron dos
tipos de ensayos.

1) Se determind la actividad enzimdtica utilizando una cantidad de en
zima constante y variando el tiempo de la reaccidn.
2) Se determind la actividad de las enzimas manteniendo el tiempo de

la reaccién constante y variando la cantidad de enzima.
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A partir de estos ensayos se establecid el tiempo de reaccidn aae-
cuado para cada tipo de tejido y de enzima, asf como también la canti~
“dad de extracto enzimdtico necesario para detectar 15 actividad de urea

sa y arginasa cuando estdn a su velocidad mdxima (Figuras II.3, II.4,

11,5, IL1.6).
11.2.6. Determinacién'de protefna por el método de Peterson (69).

Reactives:. ‘ : »

1)-Ded*icoiat@ldé*ébﬁiﬁ_0;15%‘(DOC)

2) A¢idd;tricl§};ééé£i§o'72% (Tca)

3) éd&bé'- Tartrgﬁb'; Carbonato (CTC)
CuS0, .5 H,0 al 1% + tartrato de potasio al 2% +
NaZCO3 al 10% .

4) Dodecil sulfato de sodio al 10% (SDS)

5) Hidrdxido de sodic 0.8 ¥

6) Reactive de Folin-Clocalteu diluido 16 (v/v) con H0

7) Albumina sérica bovina 100}13/m1

8) Solucidn A: mezcla a partes igzuales de CTC, NéOH,

SDS, y H,0

Procedimiento experimental:

La muestra de extracto empleado se lleva a un volumen total de
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1 ml con agua desionizada. 8e adiciona 0.1 ml de DOC, se mezcla y se
deja por 15 minutos en hielo. Pasado este tiempo se adicionayo.i ml de
TCA fr{o, se mez¢la y se centrifuga a 3,000 rpm por 20 minutos. El So-
brenadante es descartado y para eliminar el 1fquido remanente, el tubo
de ensaye sobre el que se formé la pastilla se deja escurrir sobre pa=-
pel absorbente. Posteriormente se disuelve la pastilla con 1 ml de agua
desionizada y 1 ml de la solucidén A, se agita y se deja reposar por 10
minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se agregan 0.5 ml del
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se deja desarrollar color por 30 minutos
midiéndose posteriormente a 750 nm el incremento de la absorbancia con
respecto a un blanco (este blanco contenfa todos los reactivos excepto
el extracto). Simultdneamente se prepard la grdfica de calibracidn de
proteina, utilizando para ello la solucidn patrén de albimina sérica
bovina. lLa concentracidn de protefna de la grdfica de calibracién va

de 10 a 100 }Ag/ml (Figura II.T).
II.2.7. Determinacidn de la poza de amonio.

Para la cuantificacién de la poza de amonio se utilizé el método

del indofencl anteriormente descrito (66).

La cantidad de muestra para esta determinacidén depende del tipo
de tejido por utilizar, para cotileddn se empled 0.02 ml, para hoja
0.06 ml, para rafz 0.05 ml y para talls 0.05 ml; completindolas con

agua desionizada a un volumen final de 2.32 ml.



- 37 -

De manera simultdnea se prepard la grdfica de calibracién de amo-
nic cuya absorbancia fue lineal para concentraciones entre 0.0 y 3.0

mM, empleando para su preparacidn NHu01 10 mM (Figura II.1).

11.2.8. Determinacidn de la poza de urea.

la determinacién de urea se realizdé a través de cuantificar el
amonio liberado por la enzima ureasa al hidrolizar la urea presente en

los extractos de los tejidos.

La muestra (la cual depende del tipo de tejido) se lleva a-un vo-
lumen final de 2.22 ml con solucidn tampSn de fosfatos 100 mM pH 7.5
y se agrega 0.1 ml de ureasa comercial 0.2 mg/ml. En cada determina-
cidén se usd un blanco que contenfa la misma cantidad de extracto pere
no contenfa ureasa comercial, el volumen se ajustdé con mds solucidn
tampén. Las mezelas de reaccidn se- incuban por 20 minutos a 37%¢ y

posteriormente se cuantifica el amonio liberado por el método del in=

dofenol (66).

Para la,pﬁééarécién de la grdfica de calibracidn de urea se em-
pled urea 2 mM}ﬁs;endo el rango de concentracidn de la curva de 0.0

a 3.0 mM (Figura'II.8).
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11.2.9. Determinacidn de la poza de nitratos por el método de Nicholas

(70).

Para esta determinacién se utilizaron cantidades variables de ex-
tracto, para cotileddén se emplearon 0.02 ml de extracto diluido 1/40 y
para hoja, rafz y tallo se utilizaron 0.02 ml de extracto diluido 1/2.
Estos volumenes son llevados con agua desionizada a un volumen final de
1.5 ml, se les agregd 0.1 ml _de dcido sulfdmico al 10%, se agitaron y
se dejaron reposar por 2 minutos. Pasado el tiempo se agregaron 0.4 ml

de dcido perclérico al 20%, se agitaron y leyeron a 210 nm.

Se elabord una curva estdndar de nitratos utilizando concentracio

nes de 2 a 20 pg/ml (Figura II.9).

11.2.10. Determinacidn de yla poza de ni;rfitos por el método de N;cho-

las (70).

A 2 ml de extracto se le adicionan 1 ml de sulfanilamida al 1% y
1 ml de N(1-naftil)etilen diamina. La mezcla se agita y después de 20
minutos se midid el incremento de absorbancia con respecto a un blahco

elaborado con todos los reactivos excepto el extracto del»teji»do.t y »

También se elaboré una grifica de calibracién de "nilthicbé"émpiéag
do para ello Nz:tNO2 5 mM. El rango de concentr‘acidhés‘de esta raf‘ica

de calibracidn va de 5 a 30 nM (Figura II.10). '
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II.2.11. Determinacién de la poza de aminodcidos totales por el método

de ninidrina (71).

Reactivo "A": solucidn de citfatos 0.2:M bH.S‘O. Agregar por cada 50 ml

de tampén 0.08g de SnClé.

Reactivo "B": tomar 10 ml{de_ re ctivpﬁﬁA" yfagregar 0.4 g. de ninidri-
na previamente disuelta §h'10‘h1 de metilcelosolve (etilen glicol-mono-

metil éter).

A una determinada cantidad del extracto;énzimitigo (0.05 ml) se le

agrega agua desionizada hasta completar 1 ml}~se'lé égrega 1 ml del
reactivo "B"., Mezclar y calentar en bafio Marfa a ebullicién por 20 mi-
nutos. Dejar enfriar y agregar 2.5 ml de propanol al 50%. Agitar de

nuevo y esperar 15 minutos para leer a 570 fm.

Se prepard una curva patrén con el aminodcido deido glutdmico en

concentraciones de 1 a 50 )Ag/ml (Figura II.11).



CAPITULO TIT

~ RESULTADOS Y DISCUSION .

III.1. Crecimiento de’la pl anavalia ensiformis L. .

\n@fuﬁbiéﬁvdel'tiehpoxpor

Se determiﬁd

un perfodo de 7 dfas.:la determinac e}pealizéfeﬂ'ujﬁejidos de la

planta, rafz, tallo, hojas y los cotiledonesi'

El crecimiento de los cotiledones'se;réporta en porcentaje de peso
fresco por dos cotiledones (Tabla.I), en tanto que los tejides restan-

tes se reportan como peso fresco por planta (Tabla II).
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Tabla I. Crecimiento de los cotiledones

Tiempo (dfas)

Tiempo (d{as)

1

L B = T ) R — S USSR N

Peso fresco (%)/Z‘cotiledones

AR
104,96
131,51
138.00

- 143.50
149,03
154,07

Tabla II. Crecimiento de rafz, hoja y-tallo. =

“fresco. (g)/planta

- Tipe de tejido

TR J =R W T e &

F=2 KU TG BN B e g e (" R Ve P

~ =3 =3 o O

R=raiz

D oL NI -

T=tallo
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Cada valor presentado en las tablas anteriores representa el pro-

medio obtenido de 4 determinaciones realizadas en plantas diferentes.

En base a los resultados reportados en las tablas Iy II el de-
sarrollo de los cotiledones resultd ser del tipo logaritmico, mientrés
que el crecimiento tanto del tallo,rla hoja y la raiz tiende a ser del
tipo simoidal. De estos tres ditiﬁbs'téjidos el que presenta el mayor
y mds marcado desarrollo es‘elvtéilé en tanto que en la raiz no lo es
tante, ya que desde los primeros dfas hay una gran cantidad del teji-
do. En lo que se refiere a la hoja, presenta un gran desarrollo del

bo. al So..dfa disminuyendo notablemente del 5o0. al 7o. dfa. Grdfica 1

ser contrario a lo que sé& pensaba, ya. que norm

germinacidn los cotiledones comienzan: a vaciarse “de los materlales f

dtiles para la planta transporténdolés a otros tejidos en crecimlen-
to, perdiendo biomasa para posteriormente secarse. El hecho de que
los cotiledones de C.ensiformis despuds de la sepminacion cambien su
metabolismo de heterotréfico a autotréfice, debido a dte son,_cotile-
dones aéreos, podria ser una de las ekplicaciones de este aumento en
biemasa ya que puede sintetizar sustancias itiles no sélo para el
crecimiento de otros tejidos de la planta sino que también para su

propio desarrocllos
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En forma general lo que se muestra en base a estos resultados es
el desarrollo acelerado presentado por la planta, ya que despuds de
los 7 dfaé de ser sembrada la semilla de C.ensigormis se tiene una
planta adulta.

Otra de las caracterfsticé" or- menciohar, es la gran cantidad

de rafz presentada por la pla desde los primeros dfas; provocada
probablemente por las caracterfsticas secas y pobres nutritivamente
de las tlerras en que crece, siendo necesario gran cantidad de este

- tejido para encontrar los materiales nutritivos necesarios para su

subsistencia.
IIT.2. Ontogenia de la arginasa.

La determinacidn de la arginasa se realizo por un perfodo de 7

dfas en la rafz, el tallo, la hoja y los cotiledones de la planta.

Tabla III

La actividad reportada de' rginasa se obtuvo de dos determina-
ciones realizadas en plantas diferentes reporténdola como activi-

dad especifica.
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Tabla III. Actividad especffica de la arginasa.

Ma 0 05 1. -2 3 4 5 6 7
Tipo de Actividad Especffica

‘tejido micrombles de ornitina/min. mg protefna

Coti- SRR

ledén 1.36 1.15 2.982.52° 2.37 4,49 6.33 9.54 _ 6.46

Tallo == == ‘== == 37.99 80,20 73.03 43.10 . 31.32
Rafz == == == == 52,65 1.91 78.88 72.22 - .73.65
HoJa == == == m= ae 1113 871 16.49 7 20,47

Los tejldos que presentan una gran actividad de arginasa son la
rafz y el tallo. En la rafz la actividad aumenta a medida que pasa el
tiempo manteniéndose relativamente constante a partir dei 50 dfa;
mientras que en el tallo el incremento de actividad es muy marcado
del 32 al 40 dfa, disminuyendo lentamente al principio y en forma drds

tica después.

La actividad presentada en la hoja es cuatro veces menor a la re-
gistrada en sus mdximos de actividad de la rafz y el tallo. la tenden-

cia mostrada por esta actividad es la de aumentar a partir del 52 dia.

La menor actividad de arginasa se registrd en los cotiledones,
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permaneciendo relativamente constante durante el tiempo de crecimiento.

Crdfica 3.

la gran actividad presentada por arginasa en la rafz as{ como la
poca mostrada en la hoja son concordantes con 1os resultados reportados
por Rossenthal en 1972 (6) en donde reportd el ligero aumento en los
niveles de canavanina en la rafz en comparacién a 10s niveles presentes
en la hoja. Lo que puede sugerir que la canavanina presente en rafz es
rdpidamente hidrolizada por arginasa no pudiendo ser acumulada, mien-
- tras que en la hoja al tener una menor actividad la enzima puede haber

acumulacidn de ella.

Ya que ;n los cotiledones se presentd una baja actividad relativa=
mente constante de arginasa se podrfa pensar que la canavanina es trans
portada de ellos hacia otros tejidos como el tallo y la hoja, esta idea
esta basada en la gran actividad de arginasa presente en el tallo duran
te los primeros dfas; la cual se va reduciendo en los sigulentes dfas

hasta alcanzar un valor parecido al de la hoja.
IIL.3. Ontogenia de la ureasa.
La determinacidn de la actividad de ureasa se realizd en la rafz,

el tallo, la hoja y los cotiledones de C.ensiformis durante los primes

ros 7 dfas de crecimiento. Tabla IV
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Se reporta la actividad especifica de ureasa (cuyo valor se obtu-

vo de dos determinacidnes realizadas en'plantas diferentes).

Tabla IV Actividad espec{fica de lalureasa.

Dia 0 0.5 1 2 3 4 5 6 7
Tipo de Actividad Especffica
tejido micromoles de amoniaco/min. mg pr

Coti-

ledén 45.41 41.50. 50.86 60.95 T7H.71° 117.09 81.05 115.83
e - - - - 16.74 24'09 43,67 ..19.53
Raiz - - - - 9.32 ‘5.48 a. . 3'6337‘11i55
o e e e s 5U3 k9l

912 9,06

De acuerdo a los datos reportados en la Tabla I;kpodemos obserQar
que la mayor actividad de ureasa se presento en el cotileddn, incremen-
tdndose lentamente del dfa 0 al 32-y en forma drdstica del 32 al 42 en
donde se presenta uno de sﬁs mdximos, a partir de eselpunto la activi-
dad decrese, presentdndose hasta el 72 dfa otro gran incremento.

Por su parte en el tallo se preaenta una menor actividad de urea-
sa, teniendo en los primeros dfas muy poca variacidn y registrande al
62 dfa la mayor actividad Posteriormente sufre un fuerte decremento

del 62 al 72 dia.
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la actividad presentada en la hoja y la raiz es muy poca en com=-
paracién de los otros dos tejidos, siendo en la réfz;eh;déndé?se regis-
tra la menor actividad. Mientras que en la hoja la a;ti;idad'de ureasa
tiene su mdximo al 52 dfa y se mantiene relativémeﬁ;é canstﬁnte, en la
rafz la actividad tiende a decrecer a medida qdé pasa el tiempo. Grd-

fica 2,

la urea liberada por ia arginasa en los cotiledones es répidamen-
te hidrolizada por la ureasa a amonio, siendo este probablemente reasi-
milado por la v{a glutamato deshidrogenasa (GDH), lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en el mismo laboratorio por una colega de tra-
bajo quién realizé sus gstudioé sobre la misma planta estudiando la asl
milacidn del amonio_por las vfas de la glutamato deshidrogenasa (GDH) y
la glutamino sintetasﬁ (GS) Ella reporta'un miximo de actividad de GDH
.del 30al Lo dfa ¥ otro al 70. dfa presentando la ureasa mdximos de ac-

tividad en esos mismos dfas (72)

La actividad media presehtada‘pdf.ureasa en hoja y tallo es compa-
tible con la idea mencionada anteriormente donde se suglere que la ca-

navanina es transportada del cotilndon a tedidos como la hoJa y el ta-

1lo.

La poeca actividad mostrada en rafz en c,mparacion a los otros te-

Jjidos sugiere que la urea presente, producida por la arginasa es -trans-



- 48 -

portada a otros tejidos para su metabolismo.

ITI.4. Pozas metabdlicas.

III.4.1. Poza de amonio.

La determinacidn de la poza de amonio al iguéi_qdeﬁtédés 1las otras
pozas metabdlicas se realizaron en 4 tejidos de’iaib;gnta la rafz, el
tallo, la hoja y los cotiledones durante los pbiﬁé%bé 7fdfas‘de creci-

miento. Tabla v.

La cantidad de amonio presente en los teJidosrsé'reporté como mi-
limoles de amonio por gramo de tejido fresco, realizdndose la determi-

nacidn por duplicado.

De acuerdo a los datos reportados en la Tabla V p;demos observar
tanto en‘los cotiledones como en el tallo la rdpida disminucidn de la
poza de amonio a medida que va pasando él tiempo. En‘la rafz se pre-
senta un fuerte incremento de la cantidad de amonio presente en el 4¢
df{a decayendo notablemente esta cantidad para los siguientes dias.
Mientras que en los otros tejidos disminuye la cantidad de amonio pre-
sente en ellos en la hoja acontece el fendmeno contrario ya que a me-
dida que pasa el tiempo la cantidad de amonio presente en ella aumenta.

Grdfica 4.
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Tabla V. Poza de amonio

Tipo de Tejido Dia milimoles de amonio/gramo
de tejido fresco
Cotileddn 0 5.40
Cotileddn 0.5 4.61
Cotileddn 1 4.05
Cotileddn 2 3.22
Cotileddn 3 4.26
Raiz 3 3.24
Tallo 3 4.00
Cotileddn 4y 2.36
Raiz 4 5.31
Tallo 4 3.21
Hoja 4 0.21
Cotileddn 5 2.97
Raiz .5 3.64
Tallo 5 2.15
Ho ja 5 0.87
Cotileddn 6 1.35
Tallo 6 0.38
Rafz 6 2.74
Hoja 6 1.93
Cotileddn 7 0.85
Raiz 7 3.04
Tallo 7 0.23
Ho ja 7 2.60
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III.4.2, Poza de urea.
La cantidad de urea presente en los tejidos del tallo, la ralz,
los cotiledones y la hoja se reporta como milimoles de urea por gramo

de tejido fresco. La determinacidn se realizd durante los 7 primeros

dfas de crecimiento de la planta. Tabla VI

Tabla VI. Poza de urea.

Tipo de tejido Dia milimoles de urea/gramo de
tejido fresco

Tallo 3 3.82
Raiz 3 0.79
Tallo 4 2.31
Raiz y 0.92
HoJa 4 1.44
Tallo 5. b1y
Rafz 5 1.23.
Tallo 6 4.11
Rafz 6 4,69
Tallo » 7 o 2

Raiz 7. ‘ - ,“ 2.6  51>.‘

La cantidad de urea presente- en los cotiledones y la- hoja despues

del 40 dfa no fue detectable con el ensayo empleado., )
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En la rafz la cantidad de urea presente aumenta drdsticamente del
32 al 62 dfa disminuyendo en el 72 dfa. En el tallo la poza de urea su
fre una fuerte disminucidn del 32 al 42 dfa, incrementdndose en el 52

y 62 dfa para volver a disminuir del 69 al 72 dfa. Grdfica §

La poza de ureé ¢ﬁ1l6§,cotiledpnes no fue detectable 1o cual era

de esperarse de agﬁerdq_a?largran actividad mostrada por la ureasa en
estos tejidos. Por éufﬁartéyla poza de amonio disminuye rdpidamente
presentando fuertes decfemehtds al 42y 72 dfa, lo cual viene a coin-

cidir con los dfas en que GDH presenta.éus ndximos de actividad (72).

Estos resultados apoyan la i&ea~ménéibnada anteriormente en don-
de se sugiere que el amonio liberado por la ureasa es reasimilado rd-

pidamente por la vfa de la GDH

leos niveles de urea 'n 1a hoJa no., fueron detectables después del

49 dfa, en tanto que la poza de amonio fue aumentando con el pasoide

los dias; esto nos sugiere que hay un aumento

ureasa a partir del 4Q dfa, siendo compatible‘est:l;qeéﬁéon”los reshi

tados obtenidos de la ureasa.

En el tallo el nivel de la poza de urea es alto mostrando a su
vez el nivel de la poza de amonio una baja muy notoria a medida que

pasan 1los dfas, el amonio liberado por laﬂgseasa es reasimilado en
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el tallo por la via GS/GOGAT probablemente, cumpliendd una funcidn muy
importante en la asimilacidn del amonio durante laS'primérés etapas del

crecimiento.

la gran cantidad de urea presente en la rafz concuerda con la po-
ca actividad mo;traqa:p§r“la ureasa, sin embargo esta actividad no es
compatible éon ei alﬁb ﬁivél‘de amonio existente; aesto nos podrfa suge-
rir que ademds del amonio liberado por la ureasa existen otras fuentes
que lo proporcionan, como serfa el proveniente de la reduccion del ni-
trato a amonio por medio de las enzzmas nitrato y nltrlto reductasas
Esta sugerencia se ve apoyada por el hecho de que se determino una po-

za muy elevada de nitratos.

IIT.4.3. Poza de nitratos.

La poza metabolica de nitratos se reporta como,milisramos de ni-

trato por gramo de teJido fresco, obteniendose los resultados de 1a

tabla VII.
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Tabla VII. Poza de nitratos.

Dfa 0 Q;S;:;:i-i‘;vfff2 ;f:- 3. 4 56 7

Te jido J :t;ﬁffhiiiéramos de nitratos/gramo de teJidp fresco
Coti= S s

leddn 16.10':12.oaf~ 10.64 11.45 10.90 17.18 13.36{;9{78‘537.05
Tallo == == == == 6,10 3.04 2.56 2.81" .2.99
Rafz - — e e 1,990 2,72 0 2.62 2.59 2.4
Ho ja - - e —= .= 3.71 4,96 3.59  5.43

Estos datos nos muestran la'gran'acumulacién existente en los co-
tiledones de nitratos, la cual tiende a disminuir con el paso de los
dfas, con excepcidn del 40 dfa en donde presenta la mayor acumulacidn

de nitratos.

El talloﬂprésénta al 32 dfa:una gran cantidad de nitratos siendo
disminuida para los siguientes dlas, en tanto que ld rafz mantiene un

nivel constante durante todo el perfodo de- estudio.<f

la hoja por su pabteiprégéﬁﬁ“‘dpéaﬁﬁe lo ~§rgsfprimerbs‘dias en

que fue medida la boié‘défﬁitF ‘constante teniendo un gran

aumento para~é1‘7§,df

Los result 1o ' os sugieren que existe una gran acumu~-

lacidn de nitratos_.n os diferenhes tejidos de esta planta lo cual
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hasta ahora no se habia reportado que pasara en planta alguna. Estudios
nds especificos de lasfpozés'de nitratos y nitritos as{ como de las en-
zimas nitrato 'y nitrito réductasa nos podrfan dar una explicacidn a es~

te fendmeno. Grdfica 7
III.4.4 Poza de nitritos.

La determinacidn de la poza de nitritos se realizd al igual que
todas las otras pozas metabdlicas por duplicado empleando diferentes
plantas. La cantidad de nitritos presentes en los tejidos se reportd
como micromoles de nitritos por gramo de tejido fresco, obteniendose

los resultados de la tabla VIII.

Tabla VIII. Poza de nitritos

Dia 0 0.5 1 2 3 4 5 6 7
Te jido micromoles de nitritos/gramo de tejido fresco

Coti-

leddn 74.32 28.98 73.22 76.52 49.66 20.90 67.60 3B.19 38.12
Tallo - - - -~ 45,63 65.19 62.77 58.16 49.93
Rafz - -- - - 50,42 95.53 62.92 7n,uo 65.34
Hoja - - - - -~ 52,60 48,21 53.70 108.93

La poza de nitritos en cotileddn presenta una variacidn del tipo

cicardiano, mostrando al 49 dfa el nivel ms bajo de esta poza coinci-
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diendo con el dia en que exi;té la mayor cantidad de nitratos en este
tejido. En lo que se refiere a ia hoja presenﬁé'al‘isual que con la
poza de nitratos un nivel constante del 42 al 62 dfa teniendo un gran

aumento para el 72 dfa.

ta raiz muestra una gran elevacidn del nivel de su poza de nitri-
tos al 49 dfa para disminuir drdsticamente al 59 dfa y mantenerse re-~
lativamente constante, el tallo por su parte presenta un ligero aumen-

to en el nivel de su poza al 402 dfa disminuyendo poco a poco los si-

guientes dfas. Grafica 6
II1.4.5. Poza de aminodcidos totales.

Otra de las pozas metabSlicas que fueron determinadas fue la de
los aminodcidos totales, la cual se reporta como miligramos de amino-

dcidos totales por gramo de tejido fresco. Los resultados obtenidos

se reportan en la tabla IX,



Dia

Tejido

Coti-
leddn
Tallo
Raiz
Ho ja

Esta poza muestra una gran cantidadgaéfém;nbéggdos enfl;;.céﬁi-
ledones al dfa cero,ve;teiresultadd5eb$ a;:é§per$fsé débido a .que cé-
mo se ha venido mencionando.la semillé‘§é-é;ehsif$rmis almacena su
nitrdgeno en el aminodeido éanavanina el cual se sncuentra en grandes

cantidades en los cotiledones de la semilla.

Mientras que el nivel de la poza de a.a. totales tiende a dismi-
nuir en la rafz, en la hoja este nivel tiende a aumentar a medida que
pasa el tiempo. La cantidad de aminodcidos en 21 tallo se mantiene

constante durante el periodo de estudio. Grdfica 8



CONCLUSIONES

Resumiendo los rﬂéultaAOS‘éxpuesth antériormente tenémds:'

.~ La mayor actividad de arginasa se presento en la rarz. asf como en
el tallo en los primeros dfas; mientras que para el cotiledon y 12 ho=
ja es mucho menor. Estos datos nos sugieren que la canavanina‘e;
transportada de los &otiledones donde se encuentra almacenéd§ a la.ra-

’

iz en donde es hidrolizéda por la arginasa.

~ La enzima ureasa presento una gran actividad an los cotiledones en

tanto que para hoja, tallo y ra{z fue mucho menor lo cual puede estar

indicando que la hidrolisxs de , rea’liberada por la arginasa se.

realiza en los cotiledones basicamente, sxendo apoyada esta’ sugerencia
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por los datos obtenidos;de.las'pozas‘metabdlicas de urea yvamonio.

3.~ La concentraci3n d§'nitratos &‘amiﬁdécidps‘iibres en el tallo, la
rafz y la hoja sén marcadamente meﬁofes a‘las encontradas en los coti-
ledones. Estos resultados nos sugieren que tanto los nitratos como los
aminodcidos libres son transportados de los cotiledones a los demds
tejidos para ser transformados a otros compuesfos importantes para el

metabolismo de la planta.

4.~ La poza metabdlica que presentd el menor nivel en los cuatro teji-
dos estudiados de las cuatro determinadas fue la de.nitritos. Este re-
sultado aunado con la rica poza determinada de nitratos y siendo los
nitritos un metabdlito intermedic en la cﬁdena de reacciones enzimdti-
cas nitrato reductasa-nitrito reductasa-enzimas reasimiladoras de amo-
nio, nos indican que dichas enzimas pueden tener un papel importante

en el metabolismo nitrogénado de esta planta.

5.- La poza metabdlica de amonio presentd la disminucidn de sus nive-
les con respecto al tiempo en cada uno de los bejiéos;ééfudiaaﬁéxcdn
excepcidn de las hojas en las cuales sﬁcedid'éi'feﬁéﬁébéféodibarib.
Esta disminucidn puede ser el resultadé;dé‘ialasim{iééiéh débeSte amo=
nio por las enzimas de la ruta GS/GOGAT o péEglé ruta de la GDH. As{
como también puede ser el resultadé deivtranqurte del amonio a otros

tejidos, como serfa el caso de los cotiledones los cuales muy proba-
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blemente exportan el -amonio liberado por la ureasa a las hojas.

6.- Los mayores niveles presentados por-la poza.déﬂurea fueron en el
tallo y la rafz, mientras éue en el’cotileﬂéq y:la'hqja no fueron de~
tectados por el método empleado {con excepcidn:de lanhoja de 4 dfas
de germinacidn). La posible explicacidn de los altos niveles de urea
en estos tejidos es debido a la gran actividad presentada por la ar-
ginasa en la rafz siendo después muy probablemente transportada esta

urea al cotileddn, para ser hidrolizada a amonio, a través del tallo.

En base a los resultados obtenidos y siendo el objetivo de este
trabajo el proponer un modelo de la movilizacidn del nitrdgeno guar-
dado en el grupo guanidinoxi de la canavanina se propone el modelo

presentado en la figura IV.1.
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